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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr inZz. Anny Magdaleny Szymczyk-Drozd
pt.: ,,Projektowanie narzedzi (bio)analitycznych wykorzystujgcych kwasy nukleinowe — od
oddziatywan molekularnych do zastosowan praktycznych”

Rozprawa doktorska mgr inz. Anny Magdaleny Szymczyk-Drozd, zrealizowana na Politechnice
Warszawskiej pod kierunkiem dr. hab. inz. Roberta Ziétkowskiego, prof. PW, stanowi obszerne studium
w zakresie projektowania narzedzi (bio)analitycznych opartych na kwasach nukleinowych. Praca ta ma
istotne znaczenie dla rozwoju elektrochemicznych biosensoréw DNA, oferujgc nowatorskie spojrzenie
na mechanizmy oddziatywan molekularnych oraz ich wptyw na parametry analityczne sensoréw.
Tematyka rozprawy jest wysoce aktualna i odpowiada na rosngce zapotrzebowanie na szybkie,
ekonomiczne i niezawodne metody detekcji zaréwno biomarkerédw genetycznych, jak i zanieczyszczen
Srodowiskowych.

Rozprawa cechuje sie spdjnoscig tematyczng i obejmuje pie¢ artykutéw naukowych (P1-P5),
ktore szczegdtowo opisujg zrealizowane zadania badawcze. Gtéwnym celem pracy byto pogtebienie
wiedzy na temat wzajemnych interakcji pomiedzy sktadnikami prébek i roztworéw pomiarowych
a komponentami warstw receptorowych elektrochemicznych biosensoréw DNA, a takze ocena ich
wptywu na kluczowe parametry dziatania sensordw, takie jak granica wykrywalnosci, selektywnos¢
oraz stabilnos¢ sygnatu pragdowego.

Rozprawa ma uktad monografii z cyklem publikacji i liczy tacznie 214 stron. Zawiera
14 rysunkéw oraz 2 tabele. Obejmuje streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrétéw,
wstep, przeglad literatury, czes¢ eksperymentalng, omdwienie wynikdéw oraz wnioski korncowe.
Bibliografia obejmuje 136 pozycji literaturowych. Publikacje naukowe (P1-P5), stanowigce podstawe
rozprawy, poprzedzajg oswiadczenia wspétautoréw od strony 89, natomiast same publikacje
rozpoczynaja sie od strony 107.
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Rozprawa doktorska opiera sie na cyklu pieciu spéjnych tematycznie publikacji naukowych, ktérych
taczny Impact Factor (IF) wynosi 30,2, a Srednia warto$¢ IF to 6,04. Sumaryczna liczba punktéw MEIN
przypisana tym publikacjom wynosi 760 (Srednio 152). Zgodnie z oswiadczeniami wspotautoréw,
mgr inz. Szymczyk-Drozd jest wiodgcy autorkg (i pierwszg na liscie), jednak w zadnej z publikacji nie
figuruje jako autorka korespondencyjna — co odnotowuje z recenzenckiego obowigzku, a nie jako
zarzut. Doktorantka jest rédwniez wspodfautorkg zgtoszenia patentowego dotyczacego sekwencji
aptamerowej DNA do detekcji jondw metali co dowodzi atrakcyjnosci osiggnietych wynikdw.

W ramach prowadzonych badan autorka skupita sie na nastepujgcych zagadnieniach:

e optymalizacji sktadu warstw receptorowych poprzez badanie roli zwigzkéw petnigcych funkcje
wypetniaczy w monowarstwach mieszanych,

e pordéwnaniu réznych typéw podtozy elektrodowych, w tym klasycznych elektrod dyskowych,
uktaddéw elektrod sitodrukowanych oraz tych wykonanych w technologii osadzania fizycznego
z fazy gazowej (PVD),

e badaniu wptywu srodowiska pomiarowego oraz sekwencji sond DNA/aptameréw na detekcje
jonow rteci(ll) (Hg?*) i seleniandw(VI) (Se04%),

e opracowaniu funkcjonalizowanych nanoczastek magnetycznych przeznaczonych do
wydzielania kwaséw nukleinowych z prébek.

W pracach zastosowano szerokie spektrum technik analitycznych, w tym: woltamperometrie cykliczna
i fali prostokatnej, elektrochemiczng spektroskopie impedancyjng, pomiary z uzyciem mikrowagi
kwarcowej z detekcjg zmian dyssypacji energii, spektrometrie mas (ICP-MS/MS), spektrofotometrie
UV-Vis, termograwimetrie oraz techniki charakteryzacji materiatow, takie jak mikroskopia elektronowa
(SEM/STEM) i spektroskopia w podczerwieni (FT-IR).

Pogtebiona Analiza Publikacji (P1-P5) z uwzglednieniem punktéw do dyskusji:
Publikacja P1:

,Further insight into the possible influence of electrode blocking agents on the stem-loop based
electrochemical DNA sensor parameters” (DOI: 10.1016/j.snb.2021.131086).

Kluczowe osiggniecia:

Autorka poréwnata réine zwigzki stosowane do uszczelniania warstwy SAM, wykazujac, ze
dietylditiokarbaminian sodu (DEDTC) stanowi obiecujacy alternatywe dla powszechnie uzywanego
6-merkapto-1-heksanolu (MCH). DEDTC istotnie ograniczat interferencje ze strony biatek, zapewniat
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wyzsze natezenie sygnatu pragdowego oraz umozliwiat skuteczng detekcje materiatu genetycznego
Corynebacterium diphtheriae.

Uwagi do publikacji P1:

P1.Q1

Zaobserwowano, ze w przypadku zwigzkdw aromatycznych petnigcych funkcje wypetniaczy, takich jak
BDT i 2-PhET, sygnat SWV wykazywat istotng zmienno$¢ w czasie, co utrudniato uzyskanie stabilnej
odpowiedzi sensora — prawdopodobnie na skutek oddziatywan m—m. Mimo ze autorzy wyraznie
to podkreslajg, sugeruje to, ze optymalne warunki immobilizacji tych zwigzkéw mogg wymagac
dalszych badan. Warto rozwazy¢ zastosowanie 1,4-benzenoditiolu zamiast 1,3-benzenoditiolu — jego
geometria ogranicza mozliwos¢ adsorpcji na powierzchni ztota przez obie grupy —SH jednoczesnie,
a jednoczesnie sprzyja formowaniu uporzadkowanej warstwy dzieki oddziatywaniom m—mt pomiedzy
pierscieniami aromatycznymi, co poprawia jako$¢ upakowania oraz szybkos$¢ przeniesienia elektronu.
Zastosowanie merkaptoetanolu wydaje sie natomiast nieuzasadnione — dtugos¢ jego czasteczek nie
pozwala na utworzenie dobrze zorganizowanej warstwy, a zastosowane sondy DNA s3g znacznie
dtuzsze, co eliminuje potrzebe uzycia bardzo krétkiego wypetniacza. Czy zatem negatywny wynik
eksperymentu z tym zwigzkiem nie byt do przewidzenia?

P1.Q2

Czas immobilizacji sond DNA wynoszacy 30 sekund oraz zwigzkdw wypetniajacych — 24/48 godzin — nie
wydaje sie w petni zoptymalizowany pod katem uzyskania uporzgdkowanej warstwy SAM. Literatura
wskazuje, ze petne uformowanie warstwy SAM, zwtaszcza dla duzych biomolekut, wymaga dtuzszego
czasu. Poczatkowy etap fizysorpcji tioli trwa milisekundy, natomiast tworzenie wigzan Au-S — od kilku
minut wzwyz. Biorgc pod uwage duzg mase sond DNA, ich dyfuzja do powierzchni elektrody przebiega
znacznie wolniej niz dla prostych tioli. Dodatkowo, rdznica rzedu trzech rzedéw wielkosci miedzy
stezeniem sond DNA a typowo stosowanymi stezeniami tioli (milimolowymi) réwniez moze miec
wptyw na kinetyke adsorpcji. Czy prowadzono badania z dtuzszym czasem adsorpcji sond DNA? Czy
oceniano pojemnos$¢ elektryczng elektrod po immobilizacji sond, a przed adsorpcjg czasteczek
wypetniajacych (mozna to oszacowaé z pomiaréw impedancyjnych)? Czy okreslono stezenie
powierzchniowe sond metodg Tarlova?

P1.Q3

Prosze o uzasadnienie zastosowania zaproponowanego obwodu zastepczego dla czystej elektrody.
Jakiego rzedu oporu przeniesienia tadunku mozna sie spodziewac na zupetnie czystej elektrodzie
ztotej? Dlaczego w przypadku elektrody pokrytej DEDTC opér przeniesienia fadunku jest nizszy niz dla
czystej elektrody (Fig. 8)? Zjawisko to wydaje sie nietypowe — czy mozna je powigzac z budowg warstwy
DEDTC lub jej wptywem na strukture podwdjnej warstwy elektrycznej?
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Publikacja P2:

,Practical Aspects of SAM-Based Electrochemical DNA Biosensors on Miniaturized Planar Gold
Transducers: A Case Study with SARS-CoV-2” (10.1016/j.measurement.2024.114089).

Kluczowe osiagniecia:

W pracy wykazano, ze elektrody ztote wytwarzane metodg fizycznego osadzania z fazy gazowej
(PVD, Physical Vapor Deposition) stanowig wyraznie lepszg alternatywe dla komercyjnych elektrod
sitodrukowanych w konstrukcji miniaturowych biosensoréw DNA. Elektrody PVD charakteryzowaty sie
bardziej jednorodng morfologig i nizszg chropowatoscig powierzchni, co przektadato sie na wyzszg
stabilnos¢ oraz lepsza powtarzalno$¢ sygnatu elektrochemicznego. W pracy zaprojektowano
i wykorzystano sondy DNA typu ,spinka” do detekcji markeréw genetycznych wirusa SARS-CoV-2.
Dodatek DMSO (20% v/v) do buforu pomiarowego poprawiat wydajnos¢ hybrydyzacji w obecnosci
biatek, umozliwiajac skuteczne rozréznienie prébek pozytywnych i negatywnych.

Uwagi do publikacji P2:

P2.Q1

W pracy postawiono hipoteze, ze wyzisze odpowiedzi sensora uzyskiwane dla elektrod PVD,
w poréwnaniu z klasycznymi elektrodami dyskowymi, mogg wynika¢ z nizszej gestosci
powierzchniowej sond DNA lub mniejszej powierzchni czynnej elektrody (jak w przypadku elektrod
BVT). Hipoteza ta zostata jednak oparta na posrednich obserwacjach. W celu jednoznacznej
interpretacji wynikéw konieczne bytoby bezposrednie okreslenie gestosci powierzchniowej sond DNA
dla obu typdéw elektrod. Niemniej jednak, postawiona teza podkresla znaczenie precyzyjnej kontroli
jakosci warstwy receptorowej. Prosze o odniesienie sie do tej kwestii.

P2.Q2

Prosze wyjasni¢, dlaczego procedura elektrochemicznego czyszczenia elektrod obejmowata zakres
potencjatéw od 0,5 V do 1,7 V (w roztworach NaOH i H,SO,), podczas gdy w pracy P1 zastosowano
zakres od -0,5 V, co umozliwiato zakonczenie procesu po stronie redukcji. Czy zmiana zakresu
potencjatéw miata charakter swiadomy i wynikata z odmiennych wtasciwosci powierzchni
elektrod PVD?

P2.Q3

W jaki sposéb zapewniono trwate zwigzanie warstwy ztota napylonego metoda PVD z podtozem?
Czy zastosowano dodatkowe warstwy adhezyjne lub inne zabiegi technologiczne? Czy wykonano
pomiary oporu elektrycznego miedzy elektrodg ztotg a jej wyprowadzeniem oraz czy wyprowadzenie
rowniez zostato wykonane ze ztota?
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Publikacja P3:

,ldentification of medium- and mechanism-related pitfalls towards improved performance and
applicability of electrochemical mercury(ll) aptasensors” (10.1007/s00604-024-06272-w)

Kluczowe osiagniecia:

Praca wnosi istotny wktad w zrozumienie mechanizmu detekcji jondw rteci(ll) z wykorzystaniem
aptamerdow poliT. Wykazano, ze obserwowany spadek sygnatu pragdowego typu ,signal-off” wynika
z tworzenia sie miedzyczasteczkowych mostkéw T—-Hg?*—T, ktére usztywniajg warstwe receptorows,
a nie — jak wczesniej sugerowano — z reorganizacji wewnatrz jednej nici aptameru. Zoptymalizowano
sktad buforu pomiarowego (MOPS + fosforany), co znaczgco poprawito stabilnosé sygnatu oraz czutosé
aptasensora, umozliwiajgc detekcje Hg?* na poziomie subpikomolarnym (LOD = 0,001 nM), znacznie
ponizej limitéw wyznaczonych przez WHO. Opracowano réwniez skuteczng procedure regeneracji oraz
dtugoterminowego przechowywania sensora w roztworze EDTA. Miniaturyzacja czujnika z uzyciem
przetwornikdw PVD réwniez przyniosta pozytywne rezultaty.

Uwagi do publikacji P3:

P3.Q1

W przypadku faricuchéw poliT zastosowano 30-minutowy czas immobilizacji oraz zwiekszone stezenie
sond w roztworze do samoorganizacji. Czy na podstawie uzyskanych danych Autorka moze okresli¢,
jaki sposdb oraz czas immobilizacji czagsteczek modyfikowanego DNA okazuje sie najbardziej wydajny?

P3.Q2

Autorzy, analizujgc mechanizm detekcji Hg?** oraz odlegto$¢ pomiedzy markerem redoks
a powierzchnig elektrody dla sondy poliT (10 nt), odwotujg sie do pracy Chidseya (J. Am. Chem. Soc.
1987, 109, 3559-3568), dotyczacej orientacji alkanotioli, gdzie przyjety kat wzgledem normalne;j
wynosi 20-30°. Czy — zdaniem Autorki — odniesienie tych zatozen do sond DNA modyfikowanych grupa
C6-SH jest uzasadnione i dlaczego? Nalezy przy tym zauwazy¢, ze na powierzchni elektrody znajduje
sie dodatkowa warstwa blokujgca z MCH, co moze utrudniac transport elektrondw z czgsteczki redoks
do powierzchni elektrody.

Publikacja P4:
LJAptamer and Electrochemical Aptasensor towards Selenate lons (Se0427)” 10.3390/ijms25126660.
Kluczowe osiagniecia:

Praca przedstawia pierwsze w literaturze zastosowanie nowo wyselekcjonowanego aptameru
do elektrochemicznej detekcji anionéw selenianowych(Vl) (SeO4%7). Opracowany aptasensor,
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dziatajgcy w optymalnym pH = 4,0, osiggnat granice detekcji na poziomie 1 nM oraz wykazywat wysoka
selektywnos¢. Mechanizm typu ,,signal-on” zostat zinterpretowany jako rezultat zwiekszenia dostepnej
przestrzeni w poblizu powierzchni elektrody dla czgsteczki markera redoks (btekitu metylenowego)
po zwigzaniu selenianéw. Wykazano skutecznos¢ regeneracji warstwy receptorowej z uzyciem
weglanu sodu oraz zachowanie stabilnosci sensora po tygodniu przechowywania. Interpretacja
mechanizmu wzrostu sygnatu opiera sie na wnioskowaniu dotyczacym zmiany konformacyjnej
aptameru, co znajduje uzasadnienie w wynikach eksperymentalnych oraz cytowanej literaturze.
Niemniej jednak, bezposrednie dowody strukturalne tej zmiany (np. z uzyciem spektroskopii lub
mikroskopii sit atomowych) nie zostaty przedstawione — co autorzy stusznie wskazujg jako kierunek
dalszych badan.

Uwaga do publikacji P4:

P4.Q1

Zasadne wydaje sie pytanie o procedure modyfikacji powierzchni elektrody: podczas gdy dla
tiolowanych aptameréw zastosowano 30 minut na samoorganizacje warstwy (self-assembly), etap
uszczelniania z wykorzystaniem merkaptoheksanolu prowadzono jedynie przez 2 godziny. Z czego
wynika réznica w czasie tych proceséw? Czy procedury zostaty zoptymalizowane niezaleznie, czy tez
czas uszczelniania mogtby zostaé wydtuzony celem poprawy jakosci warstwy receptorowe;j?

Publikacja P5

,Comparative evaluation of different surface coatings of FesO, based magnetic nano sorbent for
applications in the nucleic acids extraction” DOI: 10.3390/ijms2506660.

W pracy przeprowadzono kompleksowg, ilosSciowg ocene skutecznosci réznych metod modyfikacji
powierzchni nanoczastek magnetycznych FesO4 (m.in. pokrycie polietylenoiming — PEIl, ztotem,
krzemionkg oraz utlenionym grafenem) w kontekscie wydajnosci ekstrakcji kwaséw nukleinowych.
Wykazano, ze nanoczastki funkcjonalizowane PEl wykazujg najwyzszg zdolnos$¢ adsorpcji DNA,
co przypisano silnym oddziatywaniom elektrostatycznym. Podkreslono réwniez nowatorski aspekt
zastosowanej metody: uzycie PEl jako stabilizatora wprowadzanego in situ podczas syntezy
wspotstragceniowej magnetycznych nanoczastek (MNPs). Cho¢ deklaracja o ,,pierwszym zastosowaniu”
tej techniki stanowi wyrazng teze nowosci metodologicznej, jej weryfikacja wykracza poza zakres
zaprezentowanych danych i wymagataby szeroko zakrojonego przegladu literatury, znacznie
wykraczajgcego poza cytowane Zrddta. Podobnie jak w publikacjach P3 i P4, wnioski dotyczace
mechanizméw interakcji DNA—-MNP opierajg sie gtdwnie na danych makroskopowych (potencjat zeta,
analiza morfologii), przy braku bezposrednich dowodoéw strukturalnych na poziomie molekularnym.
Taka sytuacja jest jednak powszechna w tego typu badaniach i wskazuje na potencjalny kierunek
przysztych, bardziej pogtebionych analiz.
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Uwaga do publikacji P5:

P5.Q1
Na stronie 42 pracy znalazto sie stwierdzenie dotyczgce buforu octanowego o pH=8.
Czy to jeszcze jest bufor??

PODSUMOWANIE

Rozprawa doktorska mgr inz. Anny Szymczyk-Drozd stanowi bardzo wartosciowy wktad
w dziedzine biosensoréw DNA. Doceniam przejrzystos¢ w przedstawianiu wynikow oraz otwartosc
wskazywania na napotkane wyzwania i obszary wymagajace dalszych badan. Do kluczowych osiggniec
badawczych, przedstawionych w pieciu publikacjach z listy filadelfijskiej, zaliczam:

1. Zaproponowanie i udowodnienie uzytecznosci DEDTC jako wypetniacza warstw SAM,
minimalizujgcego niespecyficzng adsorpcje biatek.

2. Wykazanie przewagi przetwornikéw PVD nad sitodrukowanymi w konstrukcji miniaturowych
biosensoréw DNA, zapewniajgcych wysoka stabilno$¢ i powtarzalnos¢ sygnatu.

3. Wyjasnienie mechanizmu dziatania aptasensora Hg?* opartego na usztywnieniu warstwy
receptorowej przez miedzyczasteczkowe mostki T-Hg?*-T, a takze opracowanie aptasensora
o niezwykle niskiej granicy wykrywalnosci (0,001 nM) oraz mozliwosci regeneracji
i dtugotrwatego przechowywania.

4. Opracowanie pierwszego aptasensora do detekcji aniondéw selenianowych (Se0427),
wykorzystujgcego nowo wyselekcjonowany aptamer i oferujgcego niskg granice detekcji
(1 nM).

5. Przeprowadzenie szczegdtowej, porownawczej analizy modyfikacji powierzchni nanoczastek
magnetycznych do ekstrakcji DNA, ze wskazaniem na najwyzszg wydajnos$¢ nanoczgstek
pokrytych PEI. Transparentne rozwigzanie problemu interferencji EDTA z pomiarami UV-Vis w
P5 dodatkowo wzmacnia wiarygodnosc pracy.

Wskazujgc niedoskonatosci pracy, nalezy zauwazy¢, ze:

. Brak jest bezposrednich dowoddéw strukturalnych na postulowane mechanizmy molekularne
[P3, P4, P5]: W wielu przypadkach zmiany konformacyjne DNA lub szczegétowe sposoby
interakcji z powierzchnig (np. orientacja DNA) sg wnioskowane na podstawie sygnatéw
elektrochemicznych lub wtasciwosci powierzchniowych. Przyszte badania z wykorzystaniem
technik biostrukturalnych mogtyby dostarczy¢ bardziej definitywnych dowoddéw.

. Optymalizacja czasu immobilizacji SAM [P1, P3, P4] wymaga dopracowania: Chociaz Autorka
stosowata ustalone procedury i uzyskiwata dobre wyniki, dla niektérych systemow petna
kinetyka tworzenia uporzadkowanych monowarstw moze wymagac¢ dtuiszego czasu.
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W P1 i P3 (dla T18) zastosowano 30 minut, podczas gdy w P1 dla DEDTC inkubacja trwata
48 godzin. W P3 stabilnos¢ sensora po tygodniowym przechowywaniu w EDTA byta znaczgco
lepsza, co sugeruje, ze dalsza reorganizacja warstwy mogta mie¢ miejsce i korzystnie wptynefa
na jej wiasciwosci.

Praca doktorska poszerza wiedze w zakresie projektowania warstw receptorowych, wptywu
Srodowiska pomiarowego oraz zastosowania nanomateriatéw, dostarczajgc cennych wskazéwek
dla dalszych badan. Perspektywy kontynuacji tych badan — w szczegdlnosci integracja z uktadami
mikroprzeptywowymi oraz rozwdj sensorow wielopolowych — wskazuja na wysoki potencjat
aplikacyjny opracowanych rozwigzan.

Zwazywszy, ze tytut rozprawy zawiera sformutowanie ,od oddziatywan molekularnych
do zastosowan praktycznych”, warto zauwazyé, ze odniesienie do zastosowan ma w tej pracy raczej
charakter zapowiadajgcy niz odzwierciedlajgcy peten zakres przeprowadzonych badan.
Cho¢ przedstawione publikacje wnoszg istotny wktad w rozwdéj (bio)analitycznych narzedzi opartych
na kwasach nukleinowych i oferujg ciekawe rozwigzania konstrukcyjne oraz funkcjonalne, to ich
weryfikacja odbywa sie w wiekszosci przypadkéw w warunkach modelowych. Jedynie jedna z prac
(P3, dotyczaca detekcji jonédw Hg?*) zawiera elementy walidacji z wykorzystaniem rzeczywistych
probek. W tym kontekscie tytut rozprawy nalezy traktowac jako stylistyczng antycypacje kierunku
rozwoju badan, a nie S$ciste odzwierciedlenie ich obecnego stadium wdrozeniowego.
Uwagi te — zaréwno pozytywne, jak i te wskazujgce na obszary dalszego doskonalenia — nie podwazajg
wysokiej wartosci naukowej rozprawy ani jakosci przeprowadzonych eksperymentéw. Wrecz
przeciwnie — wskazujg na konsekwentnie realizowang strategie badawczg oraz potencjat kontynuacji
prac w kierunku aplikacyjnym, w tym walidacji w warunkach rzeczywistych. Majac na uwadze
powyzsze, stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr inz. Anny Magdaleny Szymczyk-Drozd spetnia
wymagania okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U. z 2018 r. poz. 1668, z pdin. zm.). Praca przedstawia oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego, cechuje sie wysokim poziomem rzetelnosci badawczej oraz przejrzystg prezentacjg
uzyskanych wynikow.

Na podstawie przeprowadzonej analizy wnosze o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Autorki
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, w uznaniu dla recenzowanej pracy
przedktadam wniosek o wyrdznienie dysertacji.
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